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PROCEDE DE CLONAGE PAR DOUBLE SELECTION ET VECTEURS 
POUR CE PROCEDE 

5 La presente invention se rapporte a un nouveau precede de clonage d'un 

fragment d'ADN dans un vecteur, par une selection visuelle en utilisant deux 
antibiotiques, ainsi qu'aux vecteurs utilisables pour la mise en oeuvre de ce procede, 
et a un kit comprenant ces vecteurs. 

Le clonage d'ADN dans un vecteur consiste a inserer un ou plusieurs 

10 fragments d'ADN successivement ou non dans un vecteur aim de construire un 
nouveau vecteur. Lors de ces etapes de construction, on peut etre confronte a de 
nombreux problemes, parmi lesquels on peut citer un faible taux d'efficacite des 
reactions de ligation lors de 1'introduction du fragment d'ADN, une instability du 
vecteur ayant integre' le fragment d'ADN induisant une sur-representation du 

1 5 vecteur de depart . . . 

Ces difficultes peuvent etre observees pour tout type de vecteurs, tels les 
plasmides, les cosmides, les chromosomes artificiels (de bact6ries, BAC, de levure, 
YAC, ou mammiferes MAC), et en particulier pour des constructions complexes 
telles que la construction de vecteurs de recombinaison homologue, pour lesquels 

20 on recherche l'mtroduction de fragments de grande taille (generalement entre 2 et 
30 kilobases (kb), de preference entre 2 et 7 kb) dans des vecteurs appropries. II 
peut §tre important d'integrer, dans un vecteur pour la recombinaison homologue, 
deux fragments d'ADN differents consistant en les regions 3' et 5' du locus que 
Ton vise par recombinaison. 

25 II est notamment egalement preferable que ces vecteurs puissent 8tre 

selectionnes a la fois dans l'hote de clonage (souvent un h6te inferieur, procaryote 
ou eucaryote unicellulaire, l'hote le plus frequent etant Escherichia coli) et dans la 
cellule mammifere cible (par exemple une cellule ES, de preference murine ou issue 
d'un rongeur). En general, on recherche done que les vecteurs presentent des genes 

30 de selection (notamment de resistance aux antibiotiques) fonctionnels dans les deux 
organismes. 

II existe aujourd'hui quelques techniques permettant de selectionner les 
evenements d'insertion d'un fragment d'ADN dans un vecteur, notamment la 
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selection blanc/bleu, le fragment d'ADN etant insere dans le gene lacZ, et menant a 
l'extinction de Pactivite dudit gene (Ullman et al, J. Mol. Biol. 1967, 24, 339-43). 
Toutefois, dans les cas d'inserts difficiles a doner, et meme si Ton peut observer 
aisement les evenements positifs de maniere visuelle, le bruit de fond reste 
5 important. 

On peut aussi utiliser la suppression de l'activite du ccdB (Bernard et al, 
Gene, 1994, 148, 71-4). Toutefois, la preparation du plasmide avant le clonage 
necessite d'utiliser une autre souche d'E. coli (gyrA462) que la souche dans 
laquelle on effectuera la selection apres clonage. 
1 0 Les deux methodes decrites ci-dessus ne permettent pas non plus de savoir si 

le fragment d'ADN insere l'a ete dans Porientation souhaitee. 

La presente invention se rapporte a un procede de clonage (insertion) d'un 
fragment d'ADN dans un vecteur, ledit procede permettant d'eliminer une part 
importante des tenements ne resultant pas de la reaction d'insertion d&iree. II est 
15 a noter que le procede selon 1' invention permet egalement de selectionner les 
evenements de clonage de l'ADN dans Porientation desiree. 

Ainsi, la presente invention a pour objet un proc6de de clonage d'un 
fragment d'ADN dans un vecteur A, ledit vecteur A comprenant un gene de 
resistance a un antibiotique I fbnctionnel dans les cellules I notes de clonage, et un 
20 promoteur P fbnctionnel dans les cellules I notes de clonage, comprenant les etapes 
consistant a : 

a) integrer de l'ADN dans le site polylinker d'un vecteur B utilisable 
dans des cellules II notes de clonage, ledit site polylinker etant 
localise dans une cassette situee entre deux sites de restrictions 

25 identiques ou differents, ladite cassette comprenant un gene III 

conferant une resistance a un antibiotique HI dans les cellules I h6tes 
de clonage, ledit gene III n' etant pas sous le contrSle d'un promoteur 
lui permettant d'dtre actif dans les cellules I hQtes de clonage, ledit 
vecteur B presentant un gene II, actif dans les cellules II botes de 

30 clonage, de resistance a un antibiotique II, 

b) exciser ladite cassette du vecteur B par coupure avec les enzymes de 
restriction correspondant auxdits sites de restriction, 
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c) effectuer une ligation de ladite cassette excise dans ledit vecteur A 
linearise de telle sorte que ladite cassette est inseree sous le contrdle 
duditpromoteur I fonctionnel dans les cellules I hdtes de clonage, 

d) selectionner les evenements de ligation chez les cellules I hdtes de 
5 clonage resistantes a la fois a l'antibiotique I et a l'antibiotique III. 

De preference, les vecteurs A et B sont des plasmides, mais ces vecteurs 
peuvent egalement Stre des cosmides, ou des chromosomes artificiels. 

Le site «polylinker» est un site permettant l'integration de l'ADN 
exterieur, et comportant generalement quelques (entre 1-2 et 5-7) sites de 
10 restriction. 

II est interessant de noter que la selection etant effectuee par la double 
resistance aux antibiotiques I et III, ceci permet d'obtenir egalement un clonage 
oriente, dans la mesure ou le gene III, pour Stre fonctionnel, doit etre oriente de telle 
facon a se retrouver sous le controle du promoteur P. 

15 Dans un mode de mise en oeuvre particulier de l'invention, les cellules I 

hotes de clonage et les cellules II hotes de clonage sont des cellules procaryotes, de 
preference Escherichia coli. Toutefois, ces cellules peuvent etre des cellules 
eucaryotes, les cellules I et II n'6tant pas necessairement identiques. II est done 
possible que les cellules II soient des levures et que les cellules I soient des 

20 bacteries. D'autres hotes de clonages peuvent aussi Stre utilises, par exemple des 
phages. 

Dans un mode de realisation preferee de l'invention, ledit gene III confere 
egalement une resistance a un antibiotique dans des cellules eucaryotes, notamment 
des cellules de mammiferes, de preference les cellules ES de rongeurs, souris, 

25 porcines, ovines, bovines, de Iapin, ou humaines. Un gene particulierement prefere 
est le gene de resistance a la kanamycine dans les cellules procaryotes, qui induit 
egalement une resistance a la neomycine dans les cellules eucaryotes. U est 
interessant que le gene III puisse etre utilise dans les deux types cellulaires, 
notamment pour selectionner les evenements de recombinaison homologues dans 

30 les cellules eucaryotes. L'homme du metier connait differents genes possedant ces 
proprietes, et on peut aussi citer, de facon on exhaustive, la zeocine, ou 
l'hygromycine B. 
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II est a noter que dans un cas particulier de mise en oeuvre de l'invention, on 
utilise, au lieu d'un gene III de resistance a un antibiotique, un gene marqueur, qui 
permet aussi de verifier la presence de Pinsert. On peut notamment utiliser le gene 
lacZ ou le gene codant pour la GFP. 
5 Dans un mode de realisation particulier de l'invention, lesdits genes I et II 

sont identiques. On peut choisir differents genes de resistance a des antibiotiques, et 
notamment le gene induisant la resistance a l'ampicilline. Les genes de resistance 
aux antibiotiques utilisables dans les vecteurs de clonage sont bien connus de 
rhomme du metier, et on peut notamment citer les genes de resistance a 
1 0 l'hygromycine B, au chloramphenicol, a la tetracycline, a la zeocyne, sans que cette 
liste ne soit exhaustive. 

Dans un mode de realisation particulier de l'invention, lesdits sites de 
restriction flanquant la cassette contenant le polylinker dans le vecteur B sont rares. 
Par « site de restriction rare », on entend un site de restriction dont la 
15 frequence de coupure est superieure a 10 kb, de preference 15 kb, de facon plus 
preferee 20 kb dans le genome humain, murin, de 1'organisme cible en general. 
Parmi les enzymes rares, on peut notamment citer Pmel, SgrAl, Rsrll, CM, Notl, 
Ascl, Pad, Srfi, Nhel, Fsel, Nsil, Seel. On peut aussi citer les sites des « Horning 
endonucleases ». Ces enzymes sont des proteines codees par des genes possedant 
20 des introns s'auto-epissant. Ces enzymes effectuent des coupures site-specifiques 
dans de l'ADN double brin, et reconnaissent generalement des sites de 18-20 bases 
ou plus. On note en particulier I-Ppoi, I-Crel, I-Ceul, PI-Psl, I-Scel, Pl-Scel. Ces 
enzymes sont dites « tres rares ». 

Dans un mode de realisation particulier de l'invention, ledit vecteur A 
25 possede egalement un site polylinker permettant ou ayant permis rinsertion d'un 
fragment d'ADN. Ceci permet en effet de pouvoir effectuer le clonage des regions 
5' et 3' du locus cible vise pour la recombinaison homologue plus facilement, 
puisqu'on integre de facon preferentielle la region 3' ou la region 5' dans le 
plasmide A, avant d'utiliser le procede selon l'invention avec l'autre region et le 
30 plasmide B. II est alors interessant que la linearisation de A soit effectuee en 
utilisant une enzyme de restriction rare ou tres rare, telles que definies plus haut. 

L'homme du metier sait definir les promoteurs P actifs dans les hotes de 
clonage I. Dans les modes de mise en oeuvre preferes de l'invention, ledit promoteur 
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P est choisi parmi Ie promoteur pour le gene de resistance a la kanamycine du 
transposon Tn5, le promoteur du gene bla (resistance a l'ampicilline), le promoteuer 
de I'operon tryptophane Tip, le promoteur de I'operon lactose, ou tout autre 
promoteur accessible dans la base de donnees PromEC 
5 (http://bioinfo.md.huji.ac.il/marg/promec). 

Dans un cas particulier de mise en oeuvre de l'invention, les vecteurs selon 
l'invention possedent egalement les caracteristique suivantes : 

- ledit gene III dans ladite cassette dans le vecteur B est sous la 
dependance d'un promoteur Eb actif dans les cellules eucaryotes, 

1 0 notamment mammiferes, ou 

- ledit vecteur A presente un promoteur Ea actif dans les cellules 
eucaryotes, notamment mammiferes, situe de telle sorte que ledit 
gene III est sous le controle dudit promoteur Ea apres insertion 
dansle vecteur A. 

15 L'homme du metier connait les promoteurs pouvant etre utilises dans les 

hdtes II de clonage. Dans les modes de realisation preferes pour lesquels les h6tes II 
sont des cellules eucaryotes, lesdits promoteurs Ea et Eb sont choisis parmi les 
promoteurs de la beta-actine de poulet, du PGK, de la thymidine kinase du virus 
d'herpes simplex, du SV40, ou bien le « immediate early enhancer » du 

20 cytomegalovirus humain. 

Ce mode de realisation est notamment prefere lorsque le gene III est peut 
induire une resistance a un antibiotique a la fois dans les cellules procaryotes et les 
cellules eucaryotes, notamment de mammiferes. Les promoteurs hybrides couples 
procaryotes-eucaryotes sous le contrdle desquels se trouve alors ledit gene III apres 

25 la mise en oeuvre du precede sont similaires aux promoteurs decrits notamment pour 
les plasmides pEGFP-Cl dans Cormack et al (1996, Gene, 173, 33-8) oupGN dans 
LeMouellic et al (1990, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 87, 4712-6). 

Ainsi qu'il a ete precise, il est souvent interessant d'utiliser le precede selon 
l'invention pour la preparation de vecteurs destines a la recombinaison homologue 

30 dans des cellules souches d'organismes pluricellulaires. Ainsi on insere un premier 
fragment (par exemple 3' ou 5' d'un locus cible) dans le vecteur A, l'autre fragment 
dans le vecteur B, et on effectue la construction du vecteur final, de grande taille, 
par le precede selon l'invention. 
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Ainsi, dans un cas particulier, les fragments d'ADN introduits dans ledit 
vecteur B et de fa9on optionnelle dans ledit vecteur A sont des fragments d'ADN 
genomique, de facon preferee issus d'un meme hote. Dans xm cas particulierement 
prefere, lesdits fragments sont les fragments 3' et 5' d'un meme locus, qui est cible 
5 pour la recombinaison homologue. 

L'hote en question est de preference un mammifere, mais peut aussi etre une 
levure, un fongus ou une bacterie. Dans le cas des mammiferes, on cite les rongeurs 
(notamment souris, rats, lapins), fnais aussi les porcins, les ovins, les bovins, les 
canins, les felins, et eventuellement les humains. 
10 Le precede selon Pinvention permet done, selon les modes de mise en 

oeuvre : 

- une selection visuelle positive des clones ayant incorpore 1' insert d6sire, 
puisque seuls ceux-ci peuvent survivre sur le milieu de selceton, 

- un gain de temps sur la construction du vecteur final puisque Petape 
1 5 impliquant la creation d'un vecteur de grande taille est celle ou la selection positive 

s'opere. De plus, l'insertion de deux inserts (par exemple 5' et 3' d'un m6me locus) 
s'effectue dans deux vecteurs differents lors de la premiere 6tape, non pas 
successivement. 

- P utilisation du gene de resistance III permet, quand il est fonctionnel a la 
20 fois dans les cellules procaryotes et eucaryotes, de pouvoir effectuer la reaction de 

recombinaison homologue dans les cellules eucaryotes directement apres le clonage 
(eventuellement apres linearisation du vecteur final ou excision de Pinsert), et de 
pouvoir aisement selectionner les evenements de recombinaison dans ces cellules. 
Les vecteurs selon lapresente invention sont egalement objets de lapresente 
25 invention, seuls, ou en combinaison dans un kit, lui-meme egalement objet de 
Pinvention. 

L'invention a done aussi pour objet un kit pour le clonage de fragments 
d'ADN dans un vecteur A, comprenant : 

- un vecteur A, base sur un squelette de vecteur usuel de clonage 
30 dans des cellules I h6tes de clonage, ledit vecteur comprenant un 

gene de resistance a un antibiotique I fonctionnel dans lesdites 
cellules I, presentant de 5' en 3', : 
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- eventuellement un polylinker permettant l'introduction de 
fragments d'ADN dans ledit vecteur, 

- un promoteur P fonctionnel dans les cellules I h6tes de 
clonage, 

- eventuellement un promoteur Ea fonctionnel dans les 
cellules eucaryotes, notamment de mammiferes, situe 
immediatement a c6te (en 3' ou en 5') dudit promoteur, 
de telle sorte qu'un gene place sous le controle dudit 
promoteur Ea soit egalement fonctionnel dans les cellules 
I notes de clonage par Peffet du promoteur P, 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction, 

- eventuellement un autre polylinker permettant 
l'introduction de fragments d'ADN dans ledit vecteur, 

- un vecteur B, bas6 sur un squelette de vecteur usuel de clonage 
1 5 dans des cellules II hotes de clonage, presentant de 5' en 3' : 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction, 

- eventuellement un promoteur Eb fonctionnel dans les 
cellules eucaryotes, notamment de mammiferes, 

- un gene III conferant une resistance a un antibiotique III 
20 dans les cellules I hotes de clonage, sous le controle 

eventuel du promoteur Eb, 

- eventuellement une sequence de poleadenylation, 

- un polylinker permettant l'introduction de fragments 
d'ADN dans ledit vecteur B, 

25 - un polylinker contenant des sites rares de restriction. 

Les vecteurs A et B sont derives de vecteurs usuels utilises pour le clonage 
de fragments d'ADN. L'homme du metier comprend le terme « derive », qui 
signifie notamment que le vecteur final possede globalement le merne squelette 
(notamment les origines de replication, et elements stabilisateurs...) que le vecteur 

30 de depart dont il est derive. II est important de noter que ceci signifie egalement 
que, de preference, les elements intergeniques sont conserves. Les modifications 
apportees dans le vecteur de base sont done restreintes et ne modifient pas l'hote de 
replication du vecteur, ni ses proprietes fondamentales (nombre de copies, taille de 
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Pinsert, stabilite...). On peut toutefois envisager de changer les genes de selection 
(resistance aux antibiotiques), pour autant que ceci ne modifie pas les autres 
proprietes du vecteur. 

Dans les modes de realisation preferes de 1' invention, les vecteurs A et B 
5 sont derives des vecteurs pUC19, pBR322, pBluescript, ou les vecteurs pRs de 
levures. 

Dans un mode de realisation prefere, le vecteur B prdsente ledit promoteur 
Eb fonctionnel dans les cellules eucaryotes si aucun promoteur Ea fonctionnel dans 
les cellules eucaryotes n'est present sur le vecteur A. 
10 Dans un autre mode de realisation, ni le vecteur A, ni le vecteur B ne 

pr^sentent de promoteurs fonctionnels dans les cellules eucaryotes. 

Dans un mode de realisation prefere, le kit selon Pinvention contient 
egalement les instructions permettant la mise en oeuvre d'un procede selon 
l'invention. 

15 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : Exemple de vecteurs A et B utilisables dans le precede" selon l'invention, 
selon l'exemple 1, version C. Le vecteur A induit la resistance a Pantibiotique I, 
mais pas a Pantibiotique III. Le vecteur B induit une resistance a Pantibiotique II, 
20 mais pas de resistance a Pantibiotique III. Polylinker sr : sites de restrictions) ; CH : 
cellules hotes de clonage. Polylinkers 1 et 2 : permettent de doner de PADN 
exogene, preferentiellement genomique. 

Figure 2 : Vecteur final obtenu apres digestion de A et B avec une enzyme de 
restriction situee dans le polylinker SR, ligation de Pinsert issu de B dans A, et 
25 selection avec les antibiotiques I et III. 

Les exemples d'application qui suivent ne servent qu'a illustrer certains 
aspects de Pinvention, sans la restreindre en aucun cas. 
EXEMPLES 

30 Exemple 1 : Construction des plasmides selon Pinvention 
Version A 

Plasmide 1 : Dans un squelette plasmidique de type pUC19 (resistant a 
Pampicilline), on introduit de 5' en 3' : 
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- un polylinker permettant 1' introduction de fragment d'ADN 
genomique 

un promoteur procaryote 

- un promoteur eucaryote, couple au promoteur procaryote 

5 - un polylinker contenant des sites rares de restriction permettant 

Pinsertion de Pinsert provenant du plasmide 2. 
Plasmide 2 : Dans un squelette plasmidique de type pUC19 (resistant a 
Pampicilline), on introduit de 5' en 3' : 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction permettant 
1 0 1 'excision de Pinsert 

- un ADNc codant pour la nedmycine transferase ou tout autre 
gene de resistance actif en procaryotes et eucaryotes 

- une sequence de polyadenylation 

- un polylinker permettant Pintroduction de fragment d'ADN 
15 genomique 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction permettant 
Pexcision de Pinsert. 

Version B 

20 Plasmide 1 : Dans un squelette plasmidique de type pUC19 (resistant a 
Pampicilline), on introduit de 5' en 3' : 

- un polylinker permettant Pintroduction de fragment d'ADN 
genomique 

- un promoteur eucaryote 

25 - un promoteur procaryote, couple au promoteur eucaryote 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction permettant 
Pinsertion de Pinsert provenant du plasmide 2. 

Plasmide 2 : Dans un squelette plasmidique de type pUC19 (resistant a 
Pampicilline), on introduit de 5' en 3' : 
30 - un polylinker contenant des sites rares de restriction permettant 

Pexcision de Pinsert 

- un ADNc codant pour la neomycine transferase ou tout autre 
gene de resistance actif en procaryotes et eucaryotes 
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- une sequence de polyadenylation 

- un polylinker permettant 1'introduction de fragment d'ADN 
genomique 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction permettant 
5 l'excision de l'insert.. 



Version C 

Plasmide 1 : Dans un squelette plasmidique de type pUC19 (resistant a 
Pampicilline), on introduit de 5' en 3' : 
10 - un polylinker permettant 1'introduction de fragment d'ADN 

genomique 

- un promoteur procaryote 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction permettant 
l'insertion de l'insert provenant du plasmide 2. 

15 Plasmide 2 : Dans un squelette plasmidique de type pUC19 (resistant a 
rampicilline), on introduit de 5' en 3' : 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction permettant 
l'excision de l'insert 

- un promoteur eucaryote 

20 - un ADNc codant pour la neomycine transferase ou tout autre 

gene de resistance actif en procaryotes et eucaryotes 

- une sequence de polyadenylation 

- un polylinker permettant 1'introduction de fragment d'ADN 
genomique. 

25 

II est a noter que Ton peut introduire, au lieu du gene codant pour la 
neomycine transferase, un gene codant pour un autre antibiotique (par exemple 
l'hygromycine), ou un gene marqueur tel le gene lacZ ou le gene de la GFP, dans 
une variante du precede selon Pinvention. 

30 
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Revendications 

1. Procede de clonage d'un fragment d'ADN dans un vecteur A comprenant un 
gene de resistance a un antibiotique I fonctionnel dans les cellules I notes de 
clonage, et un promoteur P fonctionnel dans les cellules I h6tes de clonage, 
comprenant les etapes consistant a : 

a) integrer de FADN dans le site polylinker d'un vecteur B utilisable 
dans des cellules II notes de clonage, ledit site polylinker etant 
localise dans une cassette situee entre deux sites de restrictions 
identiques ou differents, ladite cassette comprenant un gene III 
conferant une r6sistance a un antibiotique III dans les cellules I notes 
de clonage, ledit gene III n'6tant pas sous le contr61e d'un promoteur 
lui permettant d'etre actif dans les cellules I notes de clonage, ledit 
vecteur B presentant un gene II, actif dans les cellules II hotes de 
clonage, de resistance a un antibiotique II, 

b) exciser ladite cassette du vecteur B par coupure avec les enzymes de 
restriction correspondant auxdits sites de restriction, 

c) effectuer une ligation de ladite cassette excise dans ledit vecteur A 
linearise de telle sorte que ladite cassette est inseree sous le controle 
dudit promoteur I fonctionnel dans les cellules I hotes de clonage, 

d) selectionner les evenements de ligation chez les cellules I hotes de 
clonage resistantes a la fois a l'antibiotique I et a Pantibiotique III. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les cellules I hdtes de 
clonage et les cellules II hotes de clonage sont des cellules procaryotes. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que ledit gene III 
confere egalement une resistance a un antibiotique dans des cellules eucaryotes 
notamment des cellules de mammifisres. 



4. Procede selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que lesdits genes 
I et II sont identiques. 
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5. Procede selon l'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que lesdits sites 
de restriction sont rares. 

6. Procede selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que ledit vecteur 
5 A possede egalement un site polylinker permettant ou ayant permis l'insertion 

d'un fragment d'ADN. 

7. Procede selon l'une des revendications 2 a 6, caracterise en ce que ledit 
promoteur P est choisi parmi le promoteur pour le gene de resistance a la 

10 kanamycine du transposon Tn5, le promoteur du gene bla (resistance a 
l'ampicilline), le promoteur de l'operon tryptophane Trp, le promoteur de 
l'operon lactose, ou tout autre promoteur accessible dans la base de donnees 
PromEC. 

Procede selon l'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que 

- ledit g£ne III dans ladite cassette dans le vecteur B est sous la 
dependance d'un promoteur Eb actif dans les cellules eucaryotes, 
notammentrnarnmiferes, ou 

- ledit vecteur A presente un promoteur Ea actif dans les cellules 
eucaryotes, notamment manuniferes, situe de telle sorte que ledit 
gene III est sous le controle dudit promoteur Ea apres insertion 
dans le vecteur A. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que ledit promoteur E est 
25 choisi parmi les promoteurs de la beta-actine de poulet, du PGK, de la 

thymidine kinase du virus d'herpes simplex, du SV40, ou bien le « immediate 
early enhancer » du cytomegalovirus humain. 

10. Precede" selon l'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que les fragments 
30 d'ADN introduits dans ledit vecteur B et de fa?on optionnelle dans ledit vecteur 

A sont des fragments d'ADN genomique issus d'un meme h6te. 
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11. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce que lesdits fragments sont 
les fragments 3' et 5' d'un meme locus. 

12. Kit pour le clonage de fragments d' ADN dans un vecteur A, comprenant : 

5 - un vecteur A presentant de 5' en 3', sur un squelette de vecteur 

usuel de clonage dans des cellules I hStes de clonage, ledit 
vecteur comprenant un gene de resistance a un antibiotique I 
fonctionnel dans lesdites cellules I : 

- eventuellement un polylinker permettant l'introduction de 
1 0 fragments d ! ADN dans ledit vecteur, 

- un promoteur P fonctionnel dans les cellules I hfites de 
clonage, 

- eventuellement un promoteur Ea fonctionnel dans les 
cellules eucaryotes, notamment de mammiferes, situe 

1 5 immediatement a cote (en 3' ou en 5') dudit promoteur, 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction, 

- eventuellement un polylinker permettant Introduction de 
fragments d' ADN dans ledit vecteur, 

- un vecteur B presentant de 5' en 3', sur un squelette de vecteur 
20 usuel de clonage dans des cellules II hotes de clonage : 

- un polylinker contenant des sites rares de restriction, 

- eventuellement un promoteur Eb fonctionnel dans les 
cellules eucaryotes, notamment de mammiferes, 

- un gene III conferant une resistance a un antibiotique III 
25 dans les cellules I hotes de clonage, sous le controle 

eventuel du promoteur Eb, 

- eventuellement une sequence de poleadenylation, 

- un polylinker permettant l'introduction de fragments 
d'ADN dans ledit vecteur B, 

30 - un polylinker contenant des sites rares de restriction. 
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13. Kit selon la revendication 12, caracterise en ce que le vecteur B presente ledit 
promoteur Eb fonctionnel dans les cellules eucaryotes si aucun promoteur Ea 
fonctionnel dans les cellules eucaryotes n'est present sur le vecteur A. 

5 14. Kit selon Tune des revendications 12 ou 13, pour la mise en ceuvre d'un procede 
selon l'une des revendications 1 a 1 1. 
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